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X° 13. R. Weber, Bern und E. J. Boell, New Haven. — 
L'ber die Cytoehromoxydaseaktivität der Mitochon- 
drien von frühen Entwicklungsstadien des Krallen¬ 
frosches (Xenopus laevis Daud.^. (Mit 3 Textabbildungen). 

(Aus dem Zoologischen Institut der Universität Bern und dem Osborn 
Zoological Laboratory Yale University). 

1. Einleitung. 

Gewebezellen können mechanisch so zerkleinert werden, dass 
die verschiedenen Zellbestandteile erhalten bleiben. Solche in 
„physiologischen Medien u suspendierte Gewebe- bzw. Zellhomo- 
genate lassen sich durch „differentielle Zentrifugierung“ in relativ 
reine Fraktionen von Zellkernen, Mitochondrien und submikros¬ 
kopischen Cytoplasmapartikeln zerlegen. Diese Methode gestattet, 
die chemische Beschaffenheit von Zellstrukturen direkt zu erfassen 
und ihre Funktionen im Zellgefüge experimentell zu erschliessen. 

Bei den bisher am besten untersuchten Geweben von adulten 
Säugetieren zeichnet sich die Fraktion der grossen Cytoplasma¬ 
partikel, der Mitochondrien, gegenüber denen von anderen Zell¬ 
bestandteilen durch ihren Reichtum an Fermenten aus (siehe z. B. 
Schneider 1953, Lang & Siebert 1954). Diese Strukturen ent¬ 
halten u. a. die Fermentsysteme der biologischen Oxydation (z. B. 
Cytochromoxydase, Succinodehydrase) und diejenigen, welche zur 
Bildung der energiereichen Phosphatverbindungen notwendig sind. 
Damit ist bereits die zentrale Bedeutung der Mitochondrien im 
Stoffwechsel von differenzierten Gewebezellen angedeutet. 

Weniger bekannt hingegen ist die Verteilung dieser wichtigen 
Fermente in embryonalen Zellen. Cytochromoxydase wird einer¬ 
seits als an Granula gebunden erwähnt (Kecknagel 1950) und 
andererseits aber auch als im Cytoplasma gelöst vermutet (Deutsch 
A Gcstafson 1952). Da zur Deutung entwicklungsphysiologischer 
Befunde in vermehrtem Masse die Frage nach der Bedeutung der 

1 Biese Arbeit wurde ausgei'ührt mit Unterstützung der ” Janggcn-Pöhn - 
A hftung“ [ I { W) sowie eines ^Fuihright-Forschungs-Stipendiums“ (BJB). 
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physiologisch aktiven Gytoplasmapartikel aufgeworfen wurde 
(Lehmann & Wahli 1954, Gustafson & Hasselberg 1951), 
zeichnet sich das Problem der biochemischen Eigenschaften dieser 
Strukturen in embryonalen Zellen immer deutlicher ab. 

Im folgenden werden einige quantitative Befunde über das 
Vorkommen der Cytochromoxydase sowie ihre Beziehung zu den 
Mitochondrien im Laufe der Entwicklung des Krallenfrosches 
(Xenopus laevis Daud.) mitgeteilt. Es sollte zunächst die Frage 
abgeklärt werden, ob dieses Ferment in embryonalen Zellen an 
bestimmte Strukturen gebunden oder in gelöster Form vorkommt. 
Ferner war zu untersuchen, in welcher Weise die im Laufe der 
Embryonalentwicklung beobachtete Zunahme der Fermentakti- 
vität (Boell 1948) mit der Vermehrung der Mitochondrienpopu- 
lation verknüpft ist. 

2. Ergebnisse und Diskussion. 1 

2. 1. Die Verteilung der Cytochromoxydase 
im unbefruchteten Ei: Aus Homogenaten von Ovarial¬ 
eiern konnte ohne weiteres nach Abtrennung der Dotter- und 
Pigmentgranula eine Mitochondrienfraktion auszentrifugiert wer¬ 
den. Bei der Betrachtung im Phasenkontrastmikroskop findet 
man in dieser Suspension zahlreiche, sich rasch bewegende Granula. 
In Abbildung 1 sind ein paar typische Formen von Mitochondrien 
aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen 2 * zusammengestellt. 
Man erkennt, dass es sich dabei um eine morphologisch einheitliche 
Partikelpopulation (0,5—1,5 (x) handelt. 

Die Aktivität der Cytochromoxydase wurde manometrisch 
mit Hilfe des „Cartesianischen Tauchers“ bestimmt, wobei die 
Intensität der Oxydation — gemessen als 0 2 -Aufnahme/Zeit¬ 
einheit — eines bekannten Substrates (/?-Phenylen-diamin 0,04 m 
+ Cytochrom c 5 X 10“ 4 m: Endkonzentrationen) ein Mass für den 
Fermentgehalt der untersuchten Partikelfraktion darstellt. 

Aus Tabelle 1 ist zu entnehmen, dass die relative Cyto- 
chromoxydaseaktivität der Mitochondrien alle andern Fraktionen 

1 Einzelheiten über die Versuchstechnik, siehe Boell & Weber (1955) 

2 Die EM-Aufnahmen wurden im Chemischen Institut der Universität 

Bern mit dem Trüb-Täuber Elektronenmikroskop gemacht. Wir danken 

Frau Y. Roulet für ihre Hilfe. 
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um ein Mehrfaches übertrifft. Die Pigmentgranula und auch 
die submikroskopischen Partikel weisen geringe Anteile auf, die 
sicli ohne weiteres als Verunreinigungen durch mitgeschleppte 
Mitochondrien erklären lassen. Da in der Mitochondrienfraktion 
allein nur 60% der Aktivität des Totalhomogenates gemessen 
wurden, könnte man vermuten, dass ein beträchtlicher Anteil des 



Abb. l. 

Mitochondrien aus unbefruchteten Eiern . 

Suspendiert in 0,28 m Saccharose + 0,012 in PhosphatpufTer pH = 7,4 + 10-4 m 
Komplexon III, fixiert mit 2% Osmiumtetroxyd. Gold-inanganin beschattet 

(1:4). 


Tabelle 1. 

Verteilung von Stickstoß und Cytochromoxydase im unbefruchteten Ei. 


Fraktion 

Oesamt-N 

Cy tochromoxy dase 

V-U 

% 

sp. Akt. 1 

Total 2 

% 

Momogenat . . . 

85.00 

(100) 

112 

8950 

(100) 

Dotter. 

24.40 

08 

_ 

_ 

_ 

Pigment. 

1.14 

8.2 

228 

200 

0 

Mitochondrien . . 

2.10 

5.9 

1120 

2350 

00 

Mikrüs.-Ilvalopl. . 

4.7 5 

18.8 

58 

275 

7 

\\*as( hniediinn . . 

2.05 

7.4 

— 

— 

— 

Total. 

85.04 

97.S 

— 

2885 

73 


1 > 1) t')' 3 |U ( >•_» !i ixu \ ( spezifische Aktivität). 

) plOali ( Totalaklivif ilt). 
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Fermentes ausserhalb der Mitochondrien vorkommt. Wir glauben 
jedoch diese Möglichkeit ausschliessen zu dürfen; denn immer 
fanden vir für Partikelfraktionen ohne Mitochondrien keine 
grösseren Anteile als 7% der Totalaktivität. Ferner ist noch das 
Defizit von 27% zu erörtern, das resultiert, wenn man die Summe 



0 20 40 60 60 100 120 h 

Abb. 2. 

Cytochromoxydaseaktivität in Totalhomogenaten von Entwicklungsstadien 
Die Ordinate gibt die spezifische Aktivität (xlO-3 yl OJh yg N), die Abszisse 
die Entwicklungsdauer in h bei 18° G. • und O bedeuten Stadien von zwei 

verschiedenen Gelegen. 


der Fraktionen mit der Aktivität des Totalhomogenats (100%) 
vergleicht. Dafür können Faktoren stofflicher Art verantwortlich 
gemacht werden, die nur im Totalhomogenat, nicht aber in den 
isolierten Fraktionen, synergistische Wirkungen (erhöhte Aktivität) 
entfalten oder aber, wie ein Blick auf die StiekstofTbilanz zeigt, 
der Verlust an Mitochondrien während der Fraktionierung. 
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Wir kommen somit zum Ergebnis, dass die Cytochrom¬ 
oxyd a s e schon im unbefruchteten Ei an 0,5— 
ca. 1,5 (x grosse Granula gebunden ist; diese 
müssen auf Grund von morphologischen Kri¬ 
terien als Mitochondrien bezeichnet werden. 
Zu ähnlichen Folgerungen gelangte Recknagel (1. c.) für Ovarial¬ 
eier von Rana pipiens. In diesem Zusammenhang sei noch erwähnt, 
dass Succinodehydrase bei geringerer Aktivität ein qualitativ 
gleiches Verhalten zeigt, hingegen Proteinase {pH = 4,8) zu ca. 
80% im Cytoplasma gelöst vorkommt. 

2. 2. Die Cytochromoxydaseaktivität in 
Mitochondrien von Entwicklungsstadien: 
In diesen Versuchen wurden jeweilen nur die Aktivitäten von 
Totalhomogenaten und den entsprechenden Mitochondrienfrak¬ 
tionen verglichen; sie umfassen Embryonalstadien sowie Jung¬ 
larven vor der Aufnahme von Nahrung. Im Durchschnitt ergaben 
diese Mitochondrien eine höhere Aktivität als die von unbe¬ 
fruchteten Eiern, nämlich ca. 70% der für das Totalhomogenat 
gemessenen Aktivität. 

In Abbildung 2 ist die Cytochromoxydaseaktivität/pg Stick¬ 
stoff (spezifische Aktivität) in Abhängigkeit von der Entwicklungs¬ 
dauer der Stadien (18° C) aufgetragen. Während der untersuchten 
Entwicklungsperiode ändert sich der Stickstoffgehalt der Keime 
hzw. Junglarven kaum, da in dieser Phase des „embryonalen 
Wachstums“ nur Dottersubstanz in aktives Cytoplasma über¬ 
geführt wird. Dieser Vorgang kommt nun auch in der Zunahme 
der Cytochromoxydaseaktivität zum Ausdruck, wobei zu beachten 
ist, dass die entsprechende Kurve angenähert exponentiell ansteigt. 
Dieses Verhalten stimmt überein mit Befunden an Amblystoma 
punctatum (Boell I. c.), steht jedoch im Gegensatz zu den Ergeb¬ 
nissen von Spiegelman & Steinbacii (1945), die für Rana pipiens 
eine unveränderte Cytochromoxydaseaktivität während der Ent¬ 
wicklung beschrieben. 

Betrachtet man nun die Mitochondrien als uniforme Struktur¬ 
einheiten mit konstanten Gehalt an Cytochromoxydase, so wäre 
die angenähert exponentiell verlaufende Aktivitätszunahme einfach 
dadurch zu erklären, dass die Fermentträger (Mitochondrien) mit 
gh'ichhleibender Vermchrungsrato an Zahl zunehmen. Aus dem 
nfänglh h (lachen Vorhinf der Kurve (Ahb. 2) geht jedoch deutlich 
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hervor, dass die Vermehrungsrate der Mitochondrien kleiner ist 
als die Zellteilungsrate. In der Frühentwicklung (Furchung) ist 
daher eine Abnahme der Mitochondrien/Zelle zu erwarten. 

Entgegen unserer Erwartung eines konstanten Fermentge¬ 
haltes in der Mitochondrienpopulation fanden wir, wie Abbil¬ 
dung 3 zeigt, dass sich die spezifische Aktivität der 
Mitochondrien im Verlaufe der Entwicklung 
erheblich verändert, indem der relative 



Abb. 3. 

Cytochromoiydaseaktivität der Mitochondrienfraktion von Entwicklungsstadien. 
Siehe Erklärung in Abb. 2. 

Anteil an aktivem Ferment in der Mitochon¬ 
drienpopulation allmählich zunimmt. 

Dieses Ergebnis erlaubt eine weitergehende Deutung der in 
Abbildung 2 dargestellten Aktivitätszunahme in Totalhomogenaten 
und zwar in dem Sinne, dass mit einer Vermehrung der Mitochon- 
driensubstanz auch noch eine „Differenzierung“ dieser Partikel¬ 
population, die sich als relative Zunahme des katalytisch aktiven 
Anteils äussert, einhergeht. 

Wir möchten mit allem Nachdruck darauf hinweisen, dass 
wir die Frage, worauf dieser „Differenzierungsvorgang“ zurück¬ 
zuführen ist, noch offen lassen müssen. Trotzdem möchten wir 
aber noch andeuten, welche Möglichkeiten für eine Erklärung dieser 
Erscheinung in Frage kommen könnten: 1. Könnte es sich einfach 
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darum handeln, dass im Laufe der Entwicklung bei konstantem 
Fermentanteil inerter Stickstoff aus der Mitochondrienfraktion 
verschwindet. Dagegen sprechen aber die hochgradige Konstanz 
der N-Werte besonders der frühen Stadien (Tabelle 2). 2. Auch 
Verschiebungen in der relativen Zusammensetzung der Mitochon- 
drienpopulation, bedingt durch differentielles Wachstum der 
embryonalen Gewebe, könnten zu einem Überwiegen von Mito- 
ehondrien mit hoher spezifischer Aktivität führen. 3. Besteht die 
Möglichkeit, dass eine ursprünglich homogene Mitochondrien- 
population eine Art „Reifungsphase“ durchläuft, wobei in diesen 
Struktureinheiten selbst katalytisch inaktives Protein in Cyto- 
chromoxydase übergeführt wird. 

Tabelle 2. 

Stickstoß-Gehalt der Mitochondrienfraktion für Entwicklungsstadien. 


Alter 

N-Gehalt/Keim bzw. Larve 

18° C 

(Durchschnittswerte) 


ug N 

% des 
Total-N 

Unfrefruchtet . . 

2.2 

6.0 

4—30 li .... 

3.0 

6.5 

32—50 h .... 

3.1 

6.3 

72 h. 

3.7 

8.5 

120 h. 

4.8 

12.0 


3. Schlussbetrachtung. 

Wir können unsere Ergebnisse dahin zusammenfassen, dass im 
unbefruchteten Ei und in den Entwicklungsstadien bis zur Jung¬ 
larve (vor Beginn der Futteraufnahme) von Xenopus die Cyto- 
chrornoxydase an morphologisch definierte Granula, die Mito- 
ehondrien, gebunden ist. Es entsprechen also diese embryonalen 
bzw. erst in Differenzierung begriffenen Gewebe in dieser Hinsicht 
denjenigen von adulten Säugetieren (Schneider 1. c., Lang & 
Sichert 1. c.). Dass Cytochromoxydase im Hyaloplasma gelöst 
verkommt, wie es Deutsch & Gustafson (1. c.) für Frühstadien 
von Seeigel keimen annehmen, ist jedenfalls für Xenopus aus- 
zusehliessen. 
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Die im Verlaufe der Entwicklung beobachtete Zunahme der 
Cytochromoxydaseaktivität resultiert teils aus der Vermehrung 
der Mitochondrienpopulation, teils aber auch aus einer „Differen¬ 
zierung“ derselben im Sinne einer relativen Zunahme der kataly¬ 
tisch aktiven Substanz. Obwohl die Bedingtheit dieses Differen¬ 
zierungsvorganges noch unbekannt ist, so glauben wir doch ein 
gutes Argument dafür zu besitzen, dass den Mitochondrien, vom 
cytochemischem Standpunkt aus betrachtet, eine „Reifungs¬ 
phase“ eigen ist. Dass diese Phase gerade mit den für die Früh¬ 
entwicklung charakteristischen intensiven Stoffumwandlungen zu¬ 
sammenfällt, ermutigt zu weiteren Experimenten, um die möglichen 
Zusammenhänge aufzuklären. 

Diese Arbeit wurde am Carlsberg Laboratorium in Ko¬ 
penhagen ausgeführt. Wir möchten Herrn Prof. K. Linderstr0m- 
Lang und Herrn Dr. Heinz holter herzlich danken für ihr Interesse an 
unseren Untersuchungen und auch dafür, dass uns alle Hilfsmittel des 
Laboratoriums zur Verfügung gestellt wurden. 

S ummary. 

Results are presented on the occurrence of cytochrome oxidase 
in homogenates and isolated mitochondria of developing stages 
of Xenopus laevis. Cytochrome oxidase activity increases in suc- 
cessive stages throughout the prefeeding period of development. 
At all stages tested, the enzyme is concentrated in the mitochon¬ 
dria fraction of the homogenates. Düring development, the specific 
activity of the mitochondrial fraction (on a protein nitrogen base) 
shows a substantial increase. 
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\° 14. Th, Lender, Strasbourg. — Mise en evidence et 
proprietes de l’organisine de Ja regeneration des yeux 
cliez la Planaire Polycelis nigra. 

(Lahoratoire de Zoologie et d’Embryologie experimentale de la Faculte 
des Sciences de Strasbourg et du C.X.R.S., directeur M. Et. Wolff). 

Depuis les travaux de Santos (1929-1931), nous savons que 
des phenomenes (rinduction interviennent dans la regeneration 
du pharynx des planaires. Or l’etude des conditions de la regenera¬ 
tion des yeux de Ja planaire Polycelis nigra a permis, a Et. Wolff 
et a moi-meine, de mettre en evidence une untre activite inductrice 
(Wolfe et Lender 1950). Nous avons montre, en effet, que le 
cerveau induisait a distance la regeneration des yeux de Polycelis 
nigra. Les expericnces faites ponr preciser la nature de cette 
induclioii (Lender 1952) ont suggere Fliypothese que le cerveau 
devait seereter des substances cliiiniques, des organisines, capables 
de provoqner a distance la diflerenciation des ocelles. C’est la 
verilical ion de eelle hypolhese c|ui nTa amene a faire les recherches 
sui vanl es. 






